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RESUMO 
O timo é um órgão linfóide primário, local de diferenciação de linfócitos T que 
posteriormente são exportados para a periferia. Com o avançar da idade, o timo sofre 
um processo de involução fisiológica. No entanto, um estado de atrofia tímica 
prematura é descrito numa grande variedade de doenças infeciosas. Em ratinhos foi 
demonstrado que infeção por uma estirpe de elevada virulência de Mycobacterium 
avium (estirpe 25291) causa atrofia prematura deste órgão. 
O nível de atrofia tímica é muito importante para a recuperação de linfopenia, 
por exemplo em casos de pacientes com Síndrome de Imunodeficiência Adquirida 
(SIDA) que se encontram a receber terapia antiretrovial ou em pacientes a recuperar 
de transplante de medula óssea. Assim, é essencial a identificação dos mecanismos 
causadores de atrofia tímica prematura de modo a evitar e/ou recuperar desta 
situação. 
A M. avium é um agente infecioso oportunista, responsável por infeção 
principalmente de indivíduos imunocomprometidos, como idosos e pacientes com 
SIDA. Estudos realizados revelaram uma variância na virulência de diferentes estirpes 
de M. avium: foi demonstrado que as estirpes 2447 e ATCC 25291 são virulentas e, 
após infeção sistémica, ambas infetam o timo. Contudo, uma atrofia tímica prematura 
apenas é observada em ratinhos após infeção sistémica com a estirpe 25291 de M. 
avium, que é uma estirpe de elevada virulenta. 
Um aumento de apoptose dos timócitos tem sido descrito em casos de atrofia 
tímica prematura durante infeções. Assim, considerando este facto, o objetivo deste 
projeto foi determinar se ocorre um aumento de apoptose dos timócitos em ratinhos 
infetados com a estirpe 25291 de M. avium comparativamente não só a ratinhos não 
infetados, mas também a ratinhos infetados com a estirpe de virulência intermédia 
2447.  
Os ensaios de Imunofluorescência e Imunohistoquímica detetaram um 
aumento de caspase 3 ativa nos timos de ratinhos infetados com a estirpe mais 
virulenta de M. avium. No entanto não observamos evidência de caspase 3 ativa nos 
timos de ratinhos infetados com M. avium 25291 na análise por Western Blot. 
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Não foram observadas alterações no rácio Bax/Bcl-2 nos timos de ratinhos 
infetados com a estirpe mais virulenta comparativamente com timos de ratinhos não 
infetados. Estes resultados sugerem que não há evidência da ocorrência de apoptose 
pela via mitocondrial na atrofia tímica prematura resultante de infeção por M. avium. 
Desta forma, os dados apresentados neste estudo não são conclusivos sobre a 
contribuição de um aumento de apoptose dos timócitos na atrofia tímica prematura 
induzida por M. avium. De modo a obter uma conclusão definitiva sobre esta questão 
é necessário proceder à realização otimização da técnica de western blot para deteção 
da presença de caspase 3 ativa nos timos atrofiados. 
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ABSTRACT 
The thymus is a primary lymphoid organ that is devoted to T lymphocyte 
differentiation and is, therefore, the source of new T lymphocytes that are exported to 
the periphery. During the normal life span, the thymus undergoes physiological 
involution with aging. However premature thymic atrophy has been described in the 
presence of a wide variety of infectious diseases. In mice it has been shown that 
infection with Mycobacterium avium 25291 leads to premature thymic atrophy. 
The level of thymic atrophy is very important for the recovery from 
lymphopenia for example in cases of AIDS patients receiving antiretroviral therapy or 
patients recovering from bone marrow transplantation. So it is very important to 
unveil the mechanism(s) associated to premature thymic atrophy in order to avoid 
and/or recover from this situation. 
M. avium is an opportunistic pathogen responsible for infection mostly in 
immunocompromised individuals like elderly and AIDS patients. Studies have revealed 
a variation in virulence on the different strains of M. avium: it has been shown that the 
strains 2447 and ATCC 25291 SmT are virulent, causing systemic infection and the 
thymus becomes infected by both of them. However, premature thymic atrophy is 
only observed in mice upon systemic infection with M. avium strain 25291, which is a 
highly virulent strain. 
Increased thymocyte apoptosis has been described in cases of premature 
thymic atrophy during experimental infection. Taking this into account, the aim of this 
project was to determine if there is increase of thymocyte apoptosis in mice infected 
with M. avium strain 25291 comparing not only to non-infected mice but also to mice 
infected with strain 2447. 
The immunofluorescence and immunehistochemistry assay detected an 
increase of active caspase 3 in thymus of mice infected with M. avium strain 25291. 
However there was no evidence of active caspase 3 by Western Blot analysis. 
There were no alterations on the ratio Bax/Bcl-2 in thymi from mice infected 
with the virulent strain comparing to non-infected mice. This result reveals that there 
is no evidence of mitochondrial-dependent apoptotic pathway on M. avium-induced 
premature thymic atrophy. 
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So, the data presented in this study are not conclusive to address if M. avium-
induced premature thymic atrophy is caused by increased thymocyte apoptosis. In 
order to achieve a conclusion is important to quantify the activation of caspase 3 in 
thymus by optimization of western blot assay.  
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1. INTRODUÇÃO 
1.1 Timo 
 
1.1.1|O Órgão 
O timo é um órgão linfóide primário, local de diferenciação de linfócitos T a partir 
de precursores provenientes da medula óssea, que posteriormente migram para a 
periferia1,2.  
O timo dos mamíferos localiza-se no torax, sendo delimitado superiormente pela 
traqueia, artéria carótida e veia jugular interna; lateralmente pelos pulmões; e inferior e 
posteriormente pelo coração (Fig.: 1). É constituído por dois lóbulos interligados por um 
istmo de tecido conjuntivo, encontrando-se cada lóbulo envolvido por uma fina cápsula 
de tecido conjuntivo3,4
,5. 
 
Figura 1 – Localização do timo no corpo humano [adaptado de 4]. 
Estudos em humanos com síndrome de DiGeorge, os quais nascem sem timo, 
permitiram detetar uma quase ausência de linfócitos T circulantes e um enorme 
aumento de suscetibilidade a doenças infeciosas. Este último facto também é observado 
em ratinhos sem timo, denominados nude, corroborando a importância deste órgão4,6. 
 
1.1.2|Estrutura e constituição do timo 
O ambiente tímico proporciona o meio ideal para a diferenciação de linfócitos T2. 
O timo é constituído maioritariamente por células epiteliais e linfócitos T em 
diferenciação, denominados timócitos, com presença de pequenas populações de 
Baço 
Timo 
Nódulos 
linfáticos 
Adenóides 
Tonsil 
Ducto torácico 
Veia subclávia esquerda 
Ducto linfático direito 
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linfócitos B, células dendríticas, macrófagos, e ainda algumas populações dispersas de 
outras células, como células neuroendócrinas3,4. Morfologicamente, cada lóbulo do timo 
encontra-se organizado em dois compartimentos separados pela junção corticomedular: 
um exterior denominado córtex, densamente povoado por linfócitos T imaturos, e um 
interior chamado de medula, escassamente constituído por timócitos1,4.  
 Córtex 
Quando o timo é sujeito a coloração, por Hematoxilina e Eosina (HE), esta zona 
apresenta uma cor mais escura. Esta área é composta fundamentalmente por timócitos 
imaturos e pequenos, densamente compactados, e também por células epiteliais e 
mesenquimais, e macrófagos1,3. No córtex estão ainda presentes estruturas 
multicelulares formadas por células epiteliais que albergam vários timócitos, 
denominadas por “nurse cells”1,7. Esta rede tridimensional de células cria condições 
microambientais especiais, contribuindo para a diferenciação dos timócitos, ocorrendo 
inclusivamente interações físicas entre estes e as restantes células4,7. 
 Junção corticomedular 
É uma zona onde se verifica uma presença abundante de arteríolas e escassa de 
tecido conjuntivo perivascular, para além de linfócitos T maturos e imaturos3. Também é 
detetada a presença de células dendríticas, linfócitos B e células plasmáticas3. É pela 
vascularização presente nesta zona que os precursores de linfócitos T chegam ao timo 
provenientes da medula óssea3. 
 Medula  
A medula tem uma menor densidade celular comparativamente ao córtex e após 
coloração, por HE, apresenta-se mais pálida. Da sua constituição fazem parte 
essencialmente linfócitos T maduros, assim como células epiteliais, macrófagos, células 
dendriticas, linfócitos B e raramente células mielóides. Os linfócitos T medulares 
apresentam maior dimensão e mais citoplasma que os corticais1,3. 
 
1.1.3|Função e importância do timo no sistema imunitário 
O timo é um dos principais órgãos linfoides, destinado a uma função primordial 
no sistema imunitário: seleciona um reportório de células T com um Recetor de Células T 
(TCR) restrito e tolerante ao próprio, ou seja, com capacidade de desenvolver uma 
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resposta imunológica contra agentes externos apresentados no contexto MHC próprio 
mas não responder a antigénios do próprio corpo expressos nos tecidos4,8.  
Provenientes da medula óssea, precursores de linfócitos T chegam ao timo 
através da vascularização presente na junção corticomedular3. Após entrarem no timo, 
sofrem um processo de diferenciação à medida que migram do córtex para a medula, 
entrando na corrente sanguínea já como linfócitos T maduros3. Durante este caminho, 
os timócitos vão sofrer várias modificações, como mudanças no tamanho das células e 
expressão de várias moléculas3. Entre estas moléculas destaca-se o TCR que tem como 
função reconhecer antigénios quando estes formam complexos com o denominado 
complexo maior de histocompatibilidade (Major Histocompatibility Complex - MHC). O 
MHC consiste em moléculas apresentadoras de antigénios expressas na superfície das 
células3,4,9. No entanto, a maioria dos TCRs formados ao longo da diferenciação dos 
timócitos não reconhece estes complexos e uma pequena parte reage com complexos 
antigénios self (do próprio corpo)-MHC, podendo constituir perigo de originar 
autoimunidade. Estes factos conduzem o timo a induzir a morte dos linfócitos T 
portadores destes recetores não funcionais, que constituem cerca de 95% dos timócitos 
totais. Apenas os selecionados positivamente e que escapam à seleção negativa durante 
este processo no timo migram para os restantes órgãos linfoides onde atuam sobre 
microrganismos infeciosos1,2,4. Para além da interação TCR/péptido-MHC, outras 
moléculas do microambiente tímico suportam e influenciam o processo de diferenciação 
dos timócitos como citoquinas, quimioquinas e hormonas2,7. De seguida o mecanismo 
de diferenciação dos timócitos é descrito mais pormenorizadamente. 
Quando as células T chegam ao timo não expressam TCR nem as moléculas CD4 
ou CD8 e são denominadas duplas-negativas (DN) CD4-CD8- (também conhecidas como 
triplas-negativas pois também não expressam CD3)4,7. 
Com o decurso de diferenciação, as células adquirem a expressão de CD3, CD4 e 
CD8, tornando-se duplas-positivas (DP), CD4+CD8+ 4,7. Nesta fase, os linfócitos T já 
expressam nas suas membranas o TCR, que vai interagir com os complexos péptido-
MHC presentes em células do tímo3,7. O destino de cada célula dupla-positiva depende 
da capacidade do seu TCR interagir corretamente com este complexo8.  
As células que não apresentam TCR funcional, ou seja que não reconhecem as 
moléculas do MHC do próprio, morrem por um processo denominado apoptose (morte 
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celular programada) – seleção positiva dos timócitos (Fig.: 2). Este procedimento de 
diferenciação sucede na região cortical do timo3,4,7. 
A população de linfócitos que é selecionada positivamente vai interagir 
seguidamente na medula com células do estroma tímico, nomeadamente células 
epiteliais medulares, macrófagos e células dendríticas que apresentam complexos 
péptido-MHC4,7,10,11. Os timócitos que reagem com excessiva afinidade com complexos 
péptido-MHC do próprio corpo (self), autoreativos, vão sofrer o mesmo fim que na 
seleção positiva, morrendo por apoptose (Fig.: 2). Desta forma, por um processo de 
seleção negativa estabelece-se um reportório de linfócitos T tolerantes ao próprio, 
evitando-se assim doenças auto-imunes3,4,7. O processo de apoptose é então um 
acontecimento normal e frequente no timo como resultado da seleção dos timócitos3. 
Estes passos são fundamentais no processo de diferenciação dos timócitos, 
sendo que a seleção positiva determina o tipo de célula T que se vai formar3. De acordo 
com a classe de moléculas do MHC que interage com o TCR, os timócitos diferenciam-se 
em CD4+ ou CD8+ monopositivos (SP)4. As células T CD8+, denominadas células T 
citotóxicas (TC), formam-se quando os TCRs interagem com MHC classe I
2,3,4. Já as células 
T CD4+, chamadas células T helper (TH) são originadas pela interação dos TCRs com MHC 
classe II (Fig.: 2)2,3,4. 
. 
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Figura 2 – Seleção positiva e negativa dos linfócitos T no timo, envolvendo células do estroma: células epiteliais, 
macrófagos e células dendríticas [adaptado de 
4
]. 
Como já referido anteriormente, à medida que ocorre a diferenciação, os 
timócitos deslocam-se pelos lóbulos: no córtex encontram-se os linfócitos T imaturos 
TCR-CD4-CD8- e TCR+CD4+CD8+, ao passo que na medula localizam-se os timócitos 
maduros TCR+CD4+CD8- e TCR+CD4-CD8+7. Após este processo de diferenciação, ocorre 
migração dos linfócitos T para os órgãos linfoides periféricos12. 
   
1.1.4|Atrofia tímica fisiológica 
Nos humanos o volume máximo de tecido tímico é atingido na puberdade e após 
este estádio o timo sofre um processo denominado involução ou atrofia, que consiste 
num decréscimo gradual no tamanho e peso deste órgão com o avançar da idade (Fig.: 
TCR 
Classe I e/ou classe II 
das moléculas de MHC 
Precursor de células T 
Morte por apoptose das células que não 
interagem com as moléculas de MHC 
Rearranjo dos TCR 
Seleção positiva das células cujo recetor 
liga com as moléculas de MHC 
Seleção negativa e morte das células com 
recetores de alta afinidade para 
TCR:péptido self-MHC ou para self-MHC 
Macrófagos 
Células dendríticas 
Linfócitos T maduros CD4+ 
ou CD8 + 
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3). Durante esta involução fisiológica os componentes epiteliais atrofiam e o espaço 
perivascular aumenta. Assim há uma diminuição do número de células no córtex e na 
medula resultando na presença de pequenos linfócitos envolvidos por tecido adiposo 
abundante1,3,13,14.  
Em ratos e ratinhos, este órgão atinge o tamanho máximo pela idade da 
maturação sexual – entre as 4 e as 6 semanas, a partir da qual começa a involuir de 
forma gradual3,15. 
 
Figura 3 - Mudanças no timo com a idade em humanos. Este órgão decresce em tamanho e celularidade após a 
puberdade
4
. 
 
A causa da atrofia tímica fisiológica relaciona-se com a perda da capacidade do 
microambiente tímico em suportar a diferenciação dos linfócitos T, devido a alterações 
nas funções do estroma tímico e nas citoquinas responsáveis por este processo14,16. 
Como consequência da atrofia tímica e tendo em consideração o papel 
fundamental das células T, observa-se um declínio da função do sistema imunitário, 
razão pela qual indivíduos com idade mais avançada apresentam uma maior 
suscetibilidade a agentes infeciosos17,18. Alguns autores associam o decréscimo na 
imunidade e o aumento da suscetibilidade a infeções verificados em humanos e 
roedores durante o envelhecimento, a mudanças nas funções e no fenótipo das células 
T18,19,20. No entanto, a perda de tecido tímico aparenta ser apenas quantitativa e não 
qualitativa, uma vez que o tecido cortical e medular residual no timo atrofiado é 
histologicamente normal e imunocompetente13,14,16. Assim, com o envelhecimento, o 
número dos timócitos decresce porém a função destes permanece imutável, 
evidenciando-se o papel indispensável do timo na vida adulta13,18. 
 
Nascimento 
Peso total do timo (g) 
Idade (anos) 
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1.1.5|Atrofia tímica prematura 
Como já referido anteriormente, o timo inicia um fenómeno de atrofia natural 
com o avançar da idade, no entanto em diversas situações observa-se uma atrofia 
prematura deste órgão tanto em humanos como em ratinhos7,18. A atrofia tímica 
prematura verifica-se em casos de desnutrição21, gravidez22, tratamentos de cancro23, 
transplantes de medula óssea5, aumento dos níveis de glucocorticoides endógenos5,24, 
queimaduras25, e infeções7,26,27, entre outros5. Estão descritos uma variedade de agentes 
infeciosos que induzem atrofia tímica prematura, tais como vírus (Vírus de 
Imunodeficiência Humana - VIH6, vírus da raiva7), bactérias (Francisella tularensis7, 
Listeria monocytogenes28, Treponema pallidum7, Escherichia coli29, Pseudomonas 
aeruginosa29, Klebsiella pneumoniae29, Streptococcus pneumoniae29, Mycobacterium 
avium30,31), fungos (Paracoccidioides brasiliensis32, Histoplasma capsulatum7) e parasitas 
(Trypanosoma cruzi33, Plasmodium chabaudi34, Plasmodium berghei35)7,33.  
As alterações histológicas mais comuns durante a atrofia tímica prematura 
consistem no decréscimo de timócitos corticais, maioritariamente DP, e na diminuição 
da distinção da região corticomedular. Verifica-se por vezes também uma linfopenia 
periférica e/ou a migração para a periferia de timócitos imaturos5,18,33,36.  
A atrofia tímica resultante da ação de microrganismos infeciosos pode ter vários 
mecanismos associados que ainda não se encontram completamente elucidados e 
variam em infeções distintas7,18. São várias as causas que podem estar associadas à 
ocorrência deste fenómeno, exclusivamente ou em simultâneo, e em diversas fases da 
diferenciação dos timócitos. Nomeadamente, redução do número de precursores de 
linfócitos T provenientes da medula óssea que entram para o timo (I, Fig.: 4), alteração 
e/ou diminuição da capacidade de proliferação dos timócitos (II, Fig.: 4), aumento da 
morte de timócitos (III, Fig.: 4) e/ou saída precoce de linfócitos T imaturos para a 
periferia (IV, Fig.: 4), entre outras18,35. 
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Figura 4 - Mecanismos que podem estar na origem de atrofia tímica
26
. 
   
Foram reportadas como moléculas responsáveis pela atrofia determinadas 
citoquinas, como por exemplo Fator de Necrose Tumoral (TNF)7,29, Interferão (IFN)37 e 
óxido nítrico (NO)11. 
 O mecanismo biológico mais frequentemente associado a atrofia tímica é a 
morte celular programada, ou apoptose, dos timócitos, detetada em modelos 
experimentais de T. cruzi, P. brasiliensis, P. berghei e vírus da raiva7,18,32,35. Os linfócitos 
maioritariamente afetados são as células DP, mas também se verifica depleção de DN e 
SP18. O aumento dos níveis de glucocorticoides no soro é o fator mais indicado na 
literatura como causador de apoptose no timo, mas também se encontra descrito como 
originador deste processo uma elevação dos níveis de TNF, ATP extracelular e 
NO11,18,38,39,40.  
 Em situações clínicas de linfopenia periférica é vital um correto funcionamento 
do timo para obter regeneração do diverso reportório de células T. Este é o caso de 
pacientes em regime de quimioterapia para tratamento de cancro ou em preparação 
para transplantes, nomeadamente transplante de medula óssea, e de pacientes com 
SIDA devido a infeção por VIH13,41. 
Estudos sobre a reconstituição imunitária durante a terapia anti-retrovial 
altamente ativa em pacientes com SIDA sublinharam a importância da diferenciação de 
novas células T pelo timo para a obtenção de um sistema imunitário funcional42. 
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Outro problema grave que também resulta numa atrofia tímica severa verifica-se 
quando, após cirurgias surgem infeções bacterianas que evoluem para sepsis, uma das 
principais causas de morte em todo o mundo5,27. 
Os transplantes alogénicos de medula óssea e o tratamento de diversas doenças 
hematológicas causam uma severa imunossupressão43,44. O sucesso destas terapias 
depende também da reconstituição do repertório de células T através da recuperação 
do número e função dos timócitos e células do estroma tímico43,45.  
Uma função tímica comprometida conduz a uma maior dificuldade em 
reconstituir um sistema imunológico dos pacientes e consequentemente maior 
suscetibilidade a infeções oportunistas, pelo que se torna essencial a identificação dos 
mecanismos originadores da atrofia tímica prematura e o desenvolvimento de 
potenciais terapias que visem o bloqueio da atrofia e/ou a aceleração da sua 
recuperação5,46.  
 
 
1.2  Mycobacterium avium  
 
1.2.1|A bactéria M. avium 
A Mycobacterium avium, pertencente ao Complexo Mycobacterium Avium 
(MAC), é uma bactéria oportunista, que raramente origina patologias em humanos com 
o sistema imunitário competente. No entanto, é comum a prevalência de infeções 
originadas por este agente em doentes imunocomprometidos, seja sistemicamente, 
com infeção por VIH por exemplo, ou localmente, com patologias como enfisema ou 
bronquite crónica47,48,49,50,51. Em pacientes com SIDA, que possuem baixas contagens de 
células T CD4+, 90% das infeções secundárias são originadas por bactérias do género 
Mycobacterium, provocando um aumento da morbilidade e reduzindo o tempo de 
sobrevivência dos doentes30,52,53. 
M. avium encontra-se presente no ambiente, principalmente em fontes de água 
(municipal, por exemplo), e em contacto com a população humana (água para consumo, 
banho, nadar)48,54. Está descrita na literatura a sua elevada e inata capacidade de 
resistência a biocidas e ao cloro, sendo que o seu pH ótimo de crescimento situa-se 
10 
 
entre 4,5 e 5,555,56. Existem vários morfotipos de colónias identificados de M. avium: 
liso, rugoso, transparente e opaco, sendo este último o mais isolado em pacientes com 
SIDA57.  
M. avium é um agente infecioso intracelular facultativo, que invade células do 
sistema imunitário, sendo o seu principal alvo os macrófagos57,49,58. Em humanos, 
acredita-se que a infeção inicia-se através do trato intestinal ou pela inalação de 
aerossóis contaminados47. Após a infeção inicial, a bactéria dissemina-se do local 
primário para outros órgãos do corpo, como nódulos linfáticos e baço. Contudo, estudos 
realizados pelo nosso grupo, utilizando como modelo o ratinho, comprovaram a 
existência de infeção neste órgão por várias espécies de micobactérias, entre as quais 
M. avium49. Apesar de após infeção o timo continuar a gerar novos linfócitos T, estes vão 
ser tolerantes aos antigénios micobacterianos, ficando comprometida a sua capacidade 
de resposta perante a infeção por este agente infeccioso59.  
 
1.2.2|As estirpes 2447 e 25291 de Mycobacterium avium 
Estudos em ratinhos demonstraram uma variância na virulência de diferentes 
estirpes de M. avium, e dependendo da estirpe inoculada, diferentes interações 
patogene-hospedeiro são observadas47,52,60.  
A estirpe 2447 de M. avium é considerada de virulência intermédia, verificando-
se colonização no timo após quatro semanas de infeção e estabilização da carga 
bacteriana após 16 semanas de infeção49. O crescimento desta estirpe é limitado pelos 
mecanismos de imunidade, através das respostas inata e adquirida30.  
A estirpe de M. avium ATCC 25291 por sua vez é definida como uma estirpe de 
elevada virulência, e foi isolada originalmente duma galinha infetada47. Quando um 
ratinho é infetado intravenosamente observa-se uma progressiva infeção, causando 
eventualmente a morte deste após cerca de 90 dias de infeção. Simultaneamente ocorre 
depleção de linfócitos nos órgãos linfoides secundários e desenvolvimento de uma 
linfopenia severa (em três meses verifica-se a perda de cerca de 95% dos linfócitos)30,53. 
Aparentemente este fenómeno é uma consequência de uma resposta imunitária 
exagerada à infeção crónica47. 
A resposta imunitária contra as diferentes estirpes de M. avium é bastante 
distinta, ocorrendo uma resposta imunitária mais intensa contra a estirpe 2529130. 
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Estudos anteriores revelaram que apesar de ambas as estirpes provocarem infeção 
disseminada em ratinhos, e de ambas colonizarem o timo, apenas na infeção com a 
estirpe mais virulenta (M. avium 25291) se verifica atrofia tímica prematura e depleção 
de células T e B periféricas30,53.  
Assim, infeção com duas estirpes diferentes da mesma micobactérica que 
colonizam o timo, uma provocando atrofia tímica e outra sem exercer influência no 
tamanho do órgão, consiste num modelo de estudo ótimo de atrofia tímica prematura. 
A infeção com a estirpe menos virulenta serve como instrumento de comparação para 
discernir entre as alterações características de infeções micobacterianas das alterações 
causadoras de atrofia tímica prematura. 
 
1.3  Apoptose 
 
1.3.1|A apoptose 
A apoptose consiste num tipo de morte celular denominada programada e figura 
como um mecanismo homeostático importante61,62. É um sistema complexo e 
coordenado, dependente de energia, onde se processa uma sucessão de eventos em 
cascada desde o estímulo inicial até à morte da célula e que envolve a ativação de um 
grupo fundamental de proteínas da família das cisteínas proteases, as caspases65,66,67. A 
apoptose pode afetar apenas uma célula individual ou um agregado de células e as 
alterações morfológicas resultantes deste processo são consequência de uma série de 
eventos específicos e geneticamente regulados64,66. 
Durante o desenvolvimento e envelhecimento do organismo a apoptose tem um 
papel fundamental - regula o tamanho fisiológico dos tecidos. Para além disso tem uma 
função primordial durante as doenças: como mecanismo de defesa na resposta 
imunitária e na eliminação de danos celulares, especialmente se estes ocorrerem no 
DNA ou nas proteínas das células61,62,63,64. A apoptose também remove células 
inflamatórias, sendo por isso fundamental na cicatrização de feridas e elimina as células 
autoimunes durante a diferenciação celular dos linfócitos T no timo63,67. Um processo 
inadequado de apoptose está implicado em várias doenças como Alzheimer, Huntington 
e doenças auto-imunes68.  
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A apoptose difere de outro importante tipo de morte celular, a necrose, que por 
sua vez é um processo não programado, afetando um número elevado de células, as 
quais são vítimas passivas deste mecanismo64,65.  
Existe uma variedade de estímulos e condições que originam o processo de 
apoptose - choque térmico, infeções, drogas ou toxinas como a cicloheximida. No 
entanto, nem todo o tipo de células são induzidas à morte celular pelo mesmo fator. Os 
glucocorticoides, nomeadamente, conduzem à apoptose de alguns tipos de células, 
como os timócitos e linfócitos, no entanto a sua ação perante outros determinados tipos 
celulares não tem a mesma consequência64,65,70. A dexametasona é um glucocorticoide 
que induz apoptose dos timócitos, num processo em que se verifica a ativação de 
algumas caspases, como a -8, -9 e -370,71. 
Durante a apoptose numerosas mudanças morfológicas são observáveis nas 
células: diminuição do volume, picnose (resultante da condensação e fragmentação da 
cromatina), dilatação do reticulo endoplasmático, citoplasma denso e organelos 
compactados, permanecendo no entanto a integridade da membrana citoplasmática 
apesar de a sua composição ser alterada64,66,68. As células evoluem desta forma para os 
denominados corpos apoptóticos, que são seguidamente fagocitados por macrófagos, 
(Fig.: 5)63,69. Uma vez que não há libertação dos constituintes das células em apoptose 
para os tecidos adjacentes e do processo de fagocitose ocorrer rapidamente, não se 
verifica uma reação inflamatória63,72. 
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Figura 5 - Caraterísticas morfolóficas da apoptose e necrose [adaptado de 
63
]. 
Atualmente estão identificadas duas vias principais do processo de apoptose, a 
via extrínseca ou citoplasmática e a via intrínseca ou mitocondrial64,69. Embora estes dois 
mecanismos se encontrem ligados, são induzidos por diferentes condições e operam 
com funções distintas63,64. No entanto ambos convergem para uma via final de 
execução, iniciada pela clivagem da caspase 3, culminando na morte da célula64. 
 
1.3.2|As famílias da apoptose 
 A família das caspases 
As caspases pertencem à família das cisteínas proteases e possuem uma função 
crucial no mecanismo de apoptose. Em estado basal, as caspases permanecem 
normalmente nas células em forma de proenzimas inativas68,69. Contudo, após a receção 
de um sinal são ativadas, por clivagem proteolítica dos seus resíduos específicos de 
ácido aspártico. Após ativadas interagem com outras pró-caspases e conduzem à sua 
ativação num processo de cascada. Desta forma amplificam a resposta e conduzem a 
uma rápida morte celular3,62,65,64,67. As caspases vão atuar em diversos substratos, 
provocando a ativação de nucleases e outras enzimas responsáveis pela clivagem de 
DNA, e proteínas do núcleo e citoesqueleto63. As caspases que intervêm durante a 
apoptose estão categorizadas em iniciadoras (caspase -2, -8, -9, -10), efetoras ou de 
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execução (caspase -3, -6, -7) e inflamatórias (caspase -1, -4, -5)65,68. A caspase 3, forma 
ativa da pró-caspase 3, é a protease efetora mais frequentemente ativada durante a 
apoptose, responsável pela clivagem de muitas proteínas chave. Tem uma função 
importante nos eventos que conduzem por exemplo à fragmentação do DNA e 
condensação da cromatina61,62,68. Sendo uma caspase crucial na apoptose, nós incidimos 
o nosso estudo na presença de ativação desta molécula. 
 A família Bcl-2 
A família Bcl-2 consiste num conjunto de proteínas com funções importantes na 
regulação da apoptose. Possuem um papel importante quer na indução, quer na inibição 
do processo e são responsáveis pela integridade da membrana exterior da mitocôndria, 
regulando também a ativação das caspases64,70,73. 
As proteínas desta família podem ser anti-apoptóticas como a Bcl-2, Bcl-XL e Bcl-
x, entre outras, e previnem a libertação de fatores pró-apoptóticos mitocondriais; ou 
podem ser proteínas pró-apoptóticas como Bax, Bid, Bak, entre outras e dimerizam 
formando canais que permitem a libertação de fatores mitocondriais como citocromo C, 
smac/ DIABLO e AIF63–65. É o balanço entre as proteínas pró e anti-apoptoticas que 
determina a sensibilidade à apoptose da célula. Neste trabalho nós focamo-nos no 
estudo do rácio Bax/Bcl-2. 
 
1.3.2|O processo de apoptose 
 Via extrínseca 
A via extrínseca envolve interações mediadas por recetores transmembranares, 
nomeadamente os denominados recetores de morte, que pertencem à família de 
recetores do TNF63,70,74. Os recetores TNF possuem domínios extracelulares ricos em 
cisteína e domínios citoplasmáticos constituídos por cerca de 80 aminoácidos, chamados 
“domínio da morte”63,64,69. O domínio citoplasmático possui um papel preponderante na 
transmissão da mensagem de morte da superfície para vias de sinalização intracelulares. 
Entre os recetores da morte destacam-se (ligando/recetor): Fas L/ Fas R, TNF/ TNFR1, 
Apo3L/DR364,70,75.  
Os modelos mais estudados e bem caracterizados consistem nos que intervêm os 
recetores Fas L/ Fas R e TNF/ TNFR1. Após união dos sinais extracelulares aos recetores 
são recrutadas proteínas citoplasmáticas que se ligam à zona intracelular dos recetores. 
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Na interação Fas L/ Fas R, liga-se a proteína FADD e na união TNF/ TNFR1 liga-se a 
proteína TRADD, com o recrutamento de FADD e RIP64,70. 
A proteína FADD, por dimerização do seu domínio efetor de morte, liga-se à pró-
caspase 8 através dos seus domínios DED, conduzindo à ativação desta última e por 
conseguinte, à ativação da via de execução63,74,76.  
A via extrínseca do fenómeno de apoptose observa-se principalmente aquando a 
eliminação de linfócitos auto-reativos nos órgãos linfoides e na destruição de células 
alvo por parte de alguns linfócitos T citotóxicos63.  
 Via Intrínseca 
O mecanismo da via intrínseca envolve estímulos que produzem sinais 
intracelulares (negativos ou positivos) que atuam em alvos dentro da célula, assumindo 
a mitocondria um papel primordial nesta via64,73. Os sinais intracelulares negativos 
consistem na ausência de fatores de crescimento, hormonas e citoquinas envolvidos na 
supressão da apoptose e sem os quais o mecanismo de apoptose é ativado. Entre os 
sinais positivos incluem-se radiação, toxinas, hipoxia, infeções virais entre outros64. Os 
estímulos vão ativar membros da família de proteínas Bcl-2 pró-apoptóticas, na 
membrana interna da mitocôndria, provocando alterações como a abertura do poro de 
transição da permeabilidade mitocondrial, perda do potencial transmembranar e 
libertação para o citosol de dois grupos principais de proteínas pró-apoptoticas64,73,74. Do 
primeiro grupo são constituintes o citocromo C, smac/ DIABLO e a protease 
HtrA2/Omi64. O citocromo C, juntamente com outros co-fatores vai ligar-se à pró-
caspase 9, ativando-a, enquanto que smac/ DIABLO e HtrA2/Omi atuam através da 
inibição de Proteínas Inibidoras da Apoptose (IAPs), que são inibidoras das caspases. 
Desta forma é ativada a cascata das caspases e a via de execução63,64,74. 
O segundo grupo de proteínas, que inclui AIF (Fator Indutor da Apoptose), 
endonuclease G e CAD (Caspase-activated Deoxyribonuclease), é libertado numa fase 
mais tardia do processo de apoptose. Estas proteínas vão-se dirigir para o núcleo da 
célula onde têm como função condensar e clivar cromatina64,69,73.  
As duas vias de apoptose podem estar ligadas já que as moléculas de uma via 
podem influenciar a outra64. Por exemplo, durante a via extrínseca, em alguns tipos de 
células, a caspase 8 não é totalmente ativada e não consegue clivar a caspase 361. No 
entanto, consegue despoletar a via dependente da mitocôndria através da clivagem da 
16 
 
proteína pró-apoptótica Bid que na sua forma ativa tBid oligomeriza a Bax, ativando a 
via intrínseca da apoptose61,76.  
 Via final ou de execução 
As vias extrínseca e intrínseca convergem para um fim comum de apoptose, 
denominada via final ou via de execução. Esta fase é iniciada com a ativação das 
caspases de execução, responsáveis pela ativação de endonucleases citoplasmáticas, 
que danificam o conteúdo nuclear e de proteases que degradam proteínas nucleares e 
citoplasmáticas65. 
Apesar de existirem três caspases de execução -3, -6, -7, sabe-se que a caspase-3 
é ativada em todos os processos de apoptose, apenas com algumas exceções. A caspase 
3 pode ser ativada por qualquer caspase iniciadora e tem como função a ativação da 
endonuclease CAD. Em células que não se encontrem em estado de apoptose, a CAD 
encontra-se num complexo com o seu inibidor ICAD, sendo este último clivado quando o 
mecanismo de apoptose está ativado. A CAD irá atuar no núcleo da célula provocando a 
degradação do DNA e condensação de cromatina64. A caspase 3 intervém ainda noutros 
campos, sendo responsável por exemplo pela desintegração da célula em corpos 
apoptóticos64. 
Por fim ocorre fagocitose das células apoptóticas. O reconhecimento pelos 
fagócitos é determinado pela presença dum fosfolípido denominado fosfatidilserina que 
em células normais se encontra na camada interna da membrana plasmática, mas em 
células apoptóticas se localiza na superfície desta65,64,67. Embora o processo da 
externalização deste fosfolípido não esteja ainda completamente descrito, estudos 
revelam envolvimento de Fas, caspase-8 e caspase-3 neste mecanismo64. As células em 
apoptose também libertam fatores solúveis que atraem os fagócitos, o que torna rápido 
o processo de facocitose63. 
A figura 6 esquematiza as vias decorrentes no mecanismo de apoptose. 
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  Figura 6 - Vias decorrentes no mecanismo de apoptose [adaptado de 63]. 
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2. OBJETIVOS 
 
 A atrofia tímica prematura surge como consequência de vários tipos de infeção e 
uma delas é a infeção por M. avium. Nos casos em que esta atrofia ocorre associada a 
linfopenia periférica a recuperação de um sistema imunitário funcional depende em 
grande parte da capacidade do timo produzir novos linfócitos T. Por esta razão é 
sublinhada a importância do estudo de estratégias que procuram prevenir atrofia tímica 
prematura e/ou promovam a sua recuperação. 
  
Este trabalho teve como principal objetivo determinar se a atrofia tímica 
prematura resultante de infeção de ratinhos por uma estirpe de elevada virulência de 
M. avium está associada a um aumento de apoptose dos timócitos. 
  
Especificamente foram abordados os seguintes objetivos: 
 Identificar a localização das bactérias no timo; 
 Descrever as alterações da morfologia do órgão causadas pela infeção; 
 Pesquisar a presença de caspase 3 ativa no timo após infeção; 
 Analisar o rácio Bax/Bcl-2 no timo após infeção.  
 19 
 
3. MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 Ratinhos 
  
Os ratinhos utilizados neste trabalho foram da estirpe C57BL/6, mantidos em 
condições SPF (Specific-Pathogen Free), com um ciclo de luz de 12 h e alimentados com 
comida e água ad libitum. 
Os ratinhos foram previamente infetados com 106 CFUs (unidade formadora de 
colónias) de M. avium estirpe 2447 ou 25291 às 8 semanas de idade, de maneira a 
serem sacrificados no mesmo dia mas com diferentes tempos de infeção. O timo foi 
recolhido e congelado a -80ºC (para obter proteína ou RNA) ou fixado em 
paraformaldeído 4% (para fazer cortes histológicos). 
Todas as experiências com os animais foram realizadas de acordo com as Normas 
Nacionais e da União Europeia para o cuidado e manuseamento de animais de 
laboratório (National and European Union guidelines for the care and handling of 
laboratory animals).  
Foram utilizados como controlos para as técnicas de Imunofluorescência e 
Imunohistoquímica sete ratinhos, sendo administrado intraperitonialmente a três deles 
200 µL de dexametasona (C= 0,115 mg/mL) diariamente durante três dias. Aos restantes 
dois foi administrado uma vez dexametasona (C=25 mg/kg)25, sendo estes sacrificados 
após 3 horas da injeção. 
 
3.2 Histologia 
  
Os timos fixados em paraformaldeída 4% foram incluídos em parafina.  
De seguida fez-se cortes com 2-3 µm de espessura que foram colorados pelos 
métodos de Ziehl-Neelsen (ZN) e HE, usando procedimentos standards. 
  
3.3 Amostras e controlos para imunofluorescência e imunohistoquímica 
 
Para a realização de imunofluorescência e de imunohistoquímica foram utilizados 
cortes de timo incluído em parafina com 2-3 µm de espessura.  
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No caso destas técnicas foram usados como controlo positivo timos de ratinhos 
injetados diariamente durante 3 dias consecutivos com dexametasona (C= 0,115 
mg/mL). O controlo positivo foi incubado exatamente nas mesmas condições que as 
amostras em teste, o controlo negativo esteve em contacto apenas com anticorpo 
secundário e não com anticorpo primário, e o controlo isotípico foi incubado com Ig G 
como anticorpo primário. 
 Para a Imunohistoquímica foi utilizado um segundo controlo isotípico num corte 
de timo de ratinho infetado durante 80 dias com a estirpe mais virulenta da bactéria em 
estudo. A Tabela 1 resume os timos de ratinhos utilizados neste teste. 
 
Tabela 1 - Timos de ratinhos utilizados no teste de Imunohistoquímica e Imunofluorescência: amostras em estudo e 
controlos. *Controlo utilizado apenas no teste de Imunohistoquímica 
Timo proveniente de ratinhos: Anticorpo 1º 
Não infetados Caspase 3 ativa 
Infetados com M. avium 2447 80 dias pós-infeção Caspase 3 ativa 
Infetados com M. avium 25291 
30 dias pós-infeção Caspase 3 ativa 
60 dias pós-infeção Caspase 3 ativa 
80 dias pós-infeção 
Caspase 3 ativa 
*Ig G 
Injetado com dexametasona (C= 0,115 mg/mL) 
Caspase 3 ativa 
Ig G 
Não, apenas PBS 1x; 0,1%TX100; 0,1% 
Tw20 
 
 
3.4 Imunofluorescência para deteção de Caspase 3 ativa 
 
O protocolo inicial utilizado para a deteção de caspase 3 ativa teve origem na 
utilização de nódulos linfáticos de ratinhos infectados com Mycobacterium ulcerans (que 
já se sabia marcarem para esta molécula) e serviu de base para a optimização do 
protocolo para deteção desta proteína no timo. Os passos da otimização do protocolo 
encontram-se exarados nos resultados, e o protocolo final descreve-se neste capítulo. 
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3.4.1 | Procedimento 
Os cortes de timo foram sujeitos a um processo de desparafinação durante 30 
min a 60°C e seguidamente realizou-se hidratação (Leica Auto Stainer XL), em que as 
lâminas estiveram submersas sucessivamente, durante cinco min, em xilol, xilol, álcool 
100%, álcool 96%, álcool 70%, PBS 1x e PBS 1x; 0,1%TX100; 0,1%Tw20 à temperatura 
ambiente. 
As amostras foram posteriormente imersas num banho de tampão citrato (Lab 
Vision Corporation), previamente aquecido a 96°C, durante 30 min para a recuperação 
de antigénios. As lâminas ainda imersas no tampão foram arrefecidas à temperatura 
ambiente durante 20 min e lavadas com PBS 1x 0,1%TX100 0,1% Tw20 por 5 min, em 
agitação.  
O bloqueio de ligações inespecíficas foi obtido por incubação das lâminas com Fc 
Block (Purified anti-mouse CD 16/32 Biolegend) diluído 1:50 em PBS 1x 0,1%TX100 0,1% 
Tw20 5% FBS (Invitrogen) durante 1 h numa câmara húmida, em agitação e à 
temperatura ambiente.  
Seguiu-se uma incubação durante 3 h, em agitação e à temperatura ambiente, 
com anticorpo primário para caspase 3 (Rabbit Ig G anti-human/mouse caspase 3 active, 
R&D) ou Ig G (Normal rabbit Ig G, R&D) no caso do controlo isotípico, ambos diluídos 
1:200 em PBS 0,1%TX100 0,1% Tw20.  
Posteriormente as lâminas foram sujeitas a três passos de lavagem com PBS 1x 
0,1%TX100 0,1%Tw20 de 5 min cada sempre à temperatura ambiente e em agitação.  
De seguida os cortes foram incubados com o Anticorpo Secundário (Goat anti-
rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 568, Molecular Probes) diluído 1:100 em PBS 1x; 0,1%TX100; 
0,1% Tw20, durante 1 h em camara húmida, à temperatura ambiente, em agitação e 
protegido da luz.  
Por fim, realizou-se um último passo de lavagem com PBS 1x 0,1%TX100 
0,1%Tw20, três vezes durante 5 min cada e adicionou-se DAPI 1mg/ml diluído em vecta 
sheild (1:1000) (Vector Laboratories, Inc). Com uma lamela cobriu-se o corte de timo e 
as lâminas foram guardadas em câmara escura a 4°C até ao dia seguinte, onde ao 
microscópio de epifluorescência (BX61 microscope) foram fotografadas com câmara 
(Olympus DP70) e usando o software CellP.  
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3.5 Imunohistoquímica 
 
3.5.1 | Procedimento 
Os cortes de timo foram desparafinados e hidratados como descrito para a 
Imunofluorescência. 
Para a recuperação de antigénios utilizou-se EDTA (Merck) pré-aquecido a 96°C 
durante 30 min. De seguida arrefeceu-se as lâminas ainda imersas no tampão por 20 
min à temperatura ambiente.  
 Um passo de lavagem com H2O durante 5 min precedeu ao bloqueio das 
peroxidases endógenas, em que as lâminas estiveram imersas 30 min em H2O2 
(Hydrogen peroxide 30% Merck) 3% em H2O, sempre à temperatura ambiente e em 
agitação. 
 Novamente efetuou-se um passo de lavagem com PBS 1x 0,1%TX100 0,1%Tw20 
durante 5 min e de seguida procedeu-se ao bloqueio das ligações inespecíficas com 
FcBlock (Purified anti-mouse CD 16/32 Biolegend) diluído 1:50 em PBS 1x 0,1%TX100 
0,1% Tw20 5% FBS (Invitrogen) durante 30 min em câmara escura, à temperatura 
ambiente e em agitação. 
 A incubação com o anticorpo primário foi efetuada em câmara escura, durante 3 
h à temperatura ambiente e em agitação. Utilizou-se anticorpo primário para caspase 3 
ativa ou Ig G no caso do controlo isotípico, diluídos 1:200 em PBS 1x 0,1%TX100 
0,1%Tw20. Os anticorpos primários utilizados foram os mesmos da técnica de 
Imunofluorescência. 
 De seguida as lâminas foram sujeitas a três passos de lavagem com PBS 1x 
0,1%TX100 0,1%Tw20 de 5 min cada e incubação durante 1 h com anticorpo secundário 
(Peroxidase Labeled goat anti-rabbit Ig G H+L affinity purified, Vector Laboratories), 
diluido 1μL/mL em PBS 1x 0,1%TX100 0,1%Tw20, sempre em agitação e à temperatura 
ambiente. 
 Por fim, lavou-se três vezes durante 5 min com PBS 1x, 5 min com Tris HCl 0,05 M 
sempre em agitação e à temperatura ambiente, e incubou-se com DAB (Vector 
Laboratories), visualizando-se o aparecimento de marcação nos cortes de timo ao 
microscópio. Realizou-se uma lavagem final com Tris HCl 0,05M durante 5 min (para 
parar a reação) e deixou-se as lâminas durante a noite imersas em H2O. No dia seguinte, 
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na divisão de histologia (Leica Auto Stainer XL), as lâminas foram sujeitas a marcação ZN 
com contraste muito fraco com hematoxilina. 
 
3.6 Real Time (RT) - PCR 
 
3.6.1 | Amostras e quantificação de RNA do timo 
 O RNA de timos previamente extraído foi quantificado num espectrofotómetro 
(Nano Drop ND-1000 Spectrophotometer Alfagene), obtendo-se a concentração em 
ng/μL.  
Para este teste foram utilizadas amostras provenientes de 25 machos e 24 
fêmeas. Os tempos de infeção estudados bem como o número de ratinhos de cada 
grupo para cada sexo estão indicados na Tabela 2.  
 
Tabela 2 - Tempos de infeção por M. avium 25291 estudados e número de amostras por cada grupo, para cada 
género dos ratinhos 
 Machos Fêmeas 
Não infetados 5 5 
Infetados 30 dias 6 5 
Infetados 50 dias 6 6 
Infetados 60 dias 8 8 
 
3.6.2 | Síntese de DNA complementar (cDNA) 
O RNA dos timos dos ratinhos foi reversamente transcrito para DNA 
complementar de cadeia simples. A síntese do cDNA foi realizada a partir de iScript 
Reverse Transcripton Supermix for RT-qPCR (Biorad).  
A fase de Priming realizou-se durante 5 min a 25°C, a Reverse Transcription (RT) 
durante 30 min a 42°C e a RT inactivation durante 5 min a 85°C, recorrendo-se para tal a 
um termociclador (Autorisierter thermocycler). 
 
3.2.3| Preparação da mix RT-PCR  
A técnica de RT-PCR foi utilizada para estudar a expressão de dois genes, Bax e 
Bcl-2, e foi utilizado como gene housekeeping, o gene Hypoxanthine-guanine 
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phosphoribosyltransferase (HPRT). A preparação da mix para o PCR foi efetuada de 
acordo com a Tabela 3, para cada amostra.  
 
Tabela 3 - Quantidades dos reagentes utilizados, para cada amostra, na elaboração da mix para RT-PCR 
 Bax e Bcl-2 HPRT 
Reagentes  Volume μL 
Primers (40 μM) 
Forward 0,25 0,20 
Reverse 0,25 0,20 
EVA GREEN (Biorad) 10 10 
H2O (nuclease-free) (Invitrogen) 8,5 8,6 
cDNA das amostras 1 1 
Total 20 20 
 
O conjunto de primers utilizados encontra-se descrito na Tabela 4. 
 
Tabela 4 - Descrição dos primers utilizados para a realização do RT-PCR dos dois genes em estudo, Bax e Bcl-2 e do 
gene housekeeping, HPRT 
Primers Bax Marca Primers 
Forward: 3’ GTC CAC CAA CAA GCT GAG CG 5’ 
Invitrogen 
Reverse: 3’ TGG GAA AAA GAC CTC TCG GG 5’ 
Primers Bcl-2  
Forward: 3’ CCT GGT GCA CAA CAT CGC C 5’ 
Invitrogen 
Reverse: 3’ AAT CAA ACA GAG GCC GCA TGC 5’ 
Primers HPRT  
Forward: 3’ GCT GGT GAA AAG GAC CTC T 5’ 
Fisher Scientific 
Reverse: 3’ CAC AGG ACT AGA ACA CCT GC 5’ 
  
 
3.6.4 | RT-PCR  
Procedeu-se a um spindown antes da realização do PCR (Real-Time System 
C1000TM Thermal Cycler da BioRad CFX 96) em que foi seguido o protocolo descrito na 
Fig. 7:  
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Figura 7 – Tempos, temperaturas e ciclos do RT-PCR. 
O estudo da expressão dos genes foi efetuado com recurso ao programa CFX 
Software Manager 2.0 da Biorad. 
 
3.7 Western Blot  
 
3.7.1| Amostras e controlos 
A técnica Western Blot foi utilizada para quantificação de três proteínas 
envolvidas no processo de apoptose: Bax, Bcl-2 e caspase 3 – clivada e não clivada. Para 
normalizar o processo, nos testes da Bax e Bcl-2 quantificou-se também a proteína 
estrutural Tubulina permitindo a correção de possíveis erros ocorridos durante o 
procedimento. 
Foram purificadas proteínas de 25 timos provenientes de ratinhos não infetados 
e infetados 30, 50 e 60 dias com a estirpe 25291 de M. avium. Como controlo positivo 
foi utilizado timo de ratinhos injetados com C=25 mg/kg de dexametasona e sacrificados 
3h após a injeção. Para o Western Blot da caspase 3 utilizou-se um segundo controlo 
positivo, que já tinha sido testado para presença de caspase 3 ativa. 
 
3.7.2| Extração das Proteínas existentes no timo 
Deitou-se 130 μL de ressuspension buffer em cada eppendorf contendo um timo 
de ratinho. Para preparar 50 mL desta solução utilizou-se 5 mL de Tris 1M com pH de 
7,4; 10 mL de EDTA 0,5M (Merck) com pH de 8, uma tablete completa de protéase 
inhibitor coktail (Roche), 100 μL de PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoride) 100mM e 
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H2O até atingir o volume requerido. Com o auxílio de uma agulha 20G, desagregou-se o 
órgão o mais possível de modo a ficar diluído no buffer. Procedeu-se de seguida à 
sonicação das amostras, durante 12 min intervalados duas vezes em gelo por 5 min, e 
posteriormente centrifugou-se a 13 000 rpm durante 10 min. Por fim, recolheu-se o 
sobrenadante e quantificou-se a proteína através do kit (Pierce BCA Protein Assay Kit 
Thermo Scientific #23227) e utilizando o Microplate Reader Model 680 (BioRad). 
 
3.7.3| Eletroforese 
Preparou-se os seguintes géis: Gel Resolving 12% acrilamida, constituído por 3 
mL acrilamida, 2,5 mL Tris com pH 8,8, 100 μL SDS (Sodium dodecyl sulfate) 10% e H2O 
até 10 mL; e Gel Stacking 4% acrilamida, formado por 0,3 mL acrilamida, 0,756 mL Tris 
0,5M com pH 6,8, 30 μL SDS 10% e H2O até 3 mL. Acrescentou-se 100 μL de APS e 10 μL 
de TEMED (Bio-Rad) ao primeiro gel e 30 μL de APS (Sigma) e 3 μL de TEMED ao 
segundo, imediatamente antes de se verter as soluções para o suporte: primeiro o Gel 
Resolving e após este polimerizar, o Gel Stacking. 
Foram utilizadas 50 μg de proteína de cada amostra para a análise de Bax e Bcl-2 
e 100 μg de proteína para análise de caspase 3. 5 μL de Laemmli 4X (composição: 6,8 mL 
de H2O, 2,0 mL Tris 0,5M a pH 6,8, 3,2 mL glicerol, 1,6 mL SDS 20%, 0,8 mL B-
mercaptoetanol, 1,6 mL blomofenol blue 1%) e H2O até completar 20 μL foram 
adicionados à proteína. 
As amostras foram fervidas durante 5 min num banho de água e após spindown 
foram carregadas no gel. Em cada gel adicionou-se também o marcador de pesos 
moleculares (Page Ruller Prestained Protein Ladder, Fermentas). O gel correu a 60V até 
abrir o Ladder e depois a 100 V, imerso em Running Buffer 1x (composição 10X: 60g 
trizma base, 290g glicina, 20g SDS e H2O até 2L). 
 
3.7.4| Transferência 
Após a eletroforese terminar, procedeu-se à transferência das proteínas para 
uma membrana de nitrocelulose com um poro de 0,2 μm (Trans-blot Turbo, Bio-Rad 
#170-4159) através do sistema semi-dry Trans-Blot Turbo (Bio-Rad). No final a solução 
de Ponceau foi utilizada para visualizar as proteínas transferidas. 
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3.7.5| Incubações 
As membranas foram colocadas em TBS 1x 0,1% tw20 5%milk, durante 1h, em 
agitação, à temperatura ambiente para bloqueio de ligações inespecíficas. 
Seguidamente incubou-se durante a noite a 4°C em agitação com o anticorpo primário: 
Caspase 3 (Cell Signaling) e Bax (Cell Signaling) diluidos 1:1000 em TBS 1x 0,1% tw20 
5%milk e Tubulina (Developmental Studies Hybridoma Bank) diluído 1:100 em TBS 1x 
0,1% tw20 5%milk. Por sua vez a incubação com anticorpo primário de Bcl-2 (Cell 
Signaling), diluido 1:1000 em TBS 1x 2,5% milk, realizou-se durante 3 h à temperatura 
ambiente. 
Antes da incubação com o anticorpo secundário, lavou-se 3 vezes durante 10 min 
(5 min na membrana de caspase 3) com TBS 1x 0,1% tw20 2,5%milk. Os anticorpos 
secundários anti-rabbit (Anti-rabbit Ig G, Cell Signaling) para a caspase 3, Bax e Bcl-2, e 
anti-mouse (Anti-mouse Ig G, Southernbiotech) para a Tubulina foram diluídos 1: 10 000 
em TBS 1x 0,1% tw20 5%milk. As membranas foram incubadas durante 1 h em agitação 
à temperatura ambiente. 
 No final da incubação com o anticorpo secundário lavou-se a membrana 
novamente 3 vezes durante 10 min (5 min na membrana de Caspase 3) com TBS 1x 0,1% 
tw20. 
 
3.7.6| Revelação 
A revelação das membranas foi efetuada com recurso ao sistema de deteção por 
quimioluminescência SuperSignal West Femto (Thermo Scientific #34095) e utilizando o 
Universal Hood II (Bio-Rad). A intensidade das bandas foi quantificada utilizando o 
software QuantityOne (Bio-Rad). 
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4. RESULTADOS 
 
4.1|Análise histológica do timo infetado com Mycobacterium avium 
 O facto de a infeção por M. avium 2447 não induzir atrofia tímica prematura 
pode ser observado na figura 8-E onde está representado o timo de ratinho após 80 dias 
de infeção com esta estipe, o qual apresenta dimensões semelhantes ao de um ratinho 
não infetado (Fig.: 8-A). Por sua vez a estirpe 25291 é caracterizada como de elevada 
virulência e, após infeção, verifica-se ao longo do tempo uma atrofia tímica prematura 
progressiva31. Comparando o timo de um ratinho infetado após 30 dias (Fig.: 8-I) com o 
timo de um ratinho não infetado ainda não é possível detetar uma diferença no 
tamanho, no entanto, esta torna-se evidente ao analisar a figura 8-M e Q. Aos 60 dias 
após infeção com a estirpe mais virulenta da bactéria (Fig.: 8-M) o timo do ratinho já se 
encontra num estado avançado de atrofia e, conforme é possível observar na figura 8-Q, 
aos 80 dias de infeção o tamanho do órgão é drasticamente inferior ao de um ratinho 
não infetado (Fig.: 8-A). 
 
4.2|A morfologia do timo é alterada na infeção pela estirpe mais virulenta de 
Mycobacterium avium mas não na infeção pela estirpe de menor virulência 
 De modo a estudar possíveis alterações na estrutura do timo quando os ratinhos 
são infetado pela bactéria em análise, corou-se cortes do órgão com HE, que permite 
distinguir com facilidade as suas zonas características (córtex e medula). 
 No timo de ratinhos não infetados (Fig.: 8-D) é claramente distinguível o córtex, 
zona de maior celularidade e portanto mais escura, da medula, caracterizada pela sua 
coloração mais clara resultante da sua menor densidade celular. 
 No timo de ratinhos infetados durante 80 dias com M. avium 2447 também é 
possível discriminar estas duas áreas de maneira clara como se observa na figura 8-H, 
pelo que a infeção com esta estirpe não provoca alterações visíveis na morfologia do 
órgão, o que está de acordo com o descrito na literatura. 
Analisando a figura 8-L, P e T, é possível observar que, com o aumento do tempo 
de infeção com a estirpe mais virulenta da bactéria, a estrutura do timo sofre várias 
alterações. Aos 30 dias após infeção, a figura 8-L não revela dissemelhanças com a 
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figura 8-D, sendo possível diferenciar a medula do córtex, porém ao observar a figura 8-
P, 60 dias de infeção, já se torna visível que as diferentes zonas não apresentam a 
mesma definição. O córtex exibe uma coloração mais clara que o habitual e denota-se 
inclusive a presença de locais em que não é possível distinguir qual a área do órgão 
pertencente. Este estado manifesta-se agravado aos 80 dias de infeção (Fig.: 8-T), em 
que o timo apresenta no seu todo uma coloração não característica, para além da 
mudança na forma e tamanho já referenciados anteriormente. Não é possível a este 
tempo de infeção delimitar nenhuma zona específica no órgão nem associar à sua 
normal morfologia. 
 
4.3|Localização da estirpe 25291 de Mycobacterium avium dentro do timo 
Cortes de timo provenientes de ratinhos infetados com M. avium foram 
colorados pelo método Ziehl-Neelsen de modo a determinar a localização das bactérias 
dentro do órgão. 
No timo de ratinho infetado durante 80 dias com M. avium 2447 (Fig.: 8-F e G) foi 
detetado um número baixo de bacilos, presentes na zona cortico-medular, o que está de 
acordo com o descrito na literatura para este tempo de infeção49.  
Também foi encontrado um escasso número de bactérias nos timos de ratinhos 
infetados por 30 dias com a estirpe mais virulenta (Fig.: 8-K), e a sua presença foi 
determinada predominantemente na zona cortical do órgão, como é possível observar 
na figura 8-J. 
 O número de bacilos presentes aumenta substancialmente nos timos de ratinhos 
infetados durante 60 dias (Fig.: 8-P), sendo detetados maioritariamente na medula e na 
zona cortico-medular (Fig.: 8-O). Nos timos de maior tempo de infeção, esta encontra-se 
de tal forma disseminada que se verifica a existência de bactérias espalhadas por todo o 
órgão, Figura 8-R, nomeadamente em enormes agregados de bacilos observáveis na 
figura 8-S. 
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4.4|Otimização do protocolo de imunofluorescência para deteção de Caspase 3 
ativa em timo 
Para a deteção por imunofluorescência de caspase 3 ativa em timos de ratinhos 
infetados com a estirpe 25291 e 2447 de M. avium foi necessário realizar uma 
otimização do protocolo. Na Tabela 5 estão descritas as alterações efetuadas nas etapas 
do processo, assim como os resultados obtidos em cada teste efetuado. 
Tabela 5 - Otimização do protocolo de Imunofluorescência para deteção de Caspase 3 em timo de ratinhos, 
alterações e resultados 
Etapas Original Alteração 1 Alteração 2 
Desparafinação e 
Hidratação 
Não foram efetuadas modificações neste passo 
Recuperação de 
antigénios 
Tampão citrato da 
Thermo Scientific 
Tampão citrato da 
Thermo Scientific 
Tampão citrato da 
Lab Vision 
Corporation 
Lavagem Não foram efetuadas modificações neste passo 
Bloqueio das 
ligações 
inespecíficas 
Fc Block, 30 min 
FBS 5% PBS 1x 
0,1%TX100 0,1% 
Tw20, 1 h 
Fc Block diluído 
1:50 em PBS 1x 
0,1%TX100 0,1% 
Tw20 5% FBS, 1 h 
Lavagem 5 min 
Este passo não foi 
realizado 
Este passo não foi 
realizado 
Anticorpo Primário Não foram efetuadas modificações neste passo 
Lavagem 
1 lavagem de 5 
min 
3 lavagens de 5 
min 
3 lavagens de 5 
min 
Figura 8 – A arquitetura do timo é alterada na infeção pela estirpe 25291 de M. avium mas não na infeção pela 
estirpe 2447. Coloração Ziehl-Neelsen do timo completo em ratinhos não infetados (A), infetados 80 dpi com M. 
avium 2447 (E), infetados 30 dias (I), 60 dias (N) e 80 dias (R) com M. avium 25291. Identificação e localização por 
ZN dos bacilos no timo em ratinhos infetados 80 dias com M. avium 2447 (F) e (G), 30 dias (J) e (K), 60 dias (O) e (P) 
e 80 dias (S) e (T) M. avium 25291. As setas vermelhas indicam os bacilos em imagens de maior ampliação e os 
asteriscos (*) vermelhos representam a sua localização nas de menor ampliação. A coloração de HE retrata a 
morfologia do órgão em ratinhos não infetados (D), infetados 80 dias com M. avium 2447 (H), infetados 30 dias 
(M), 60 dias (Q) e 80 dias (U) com M. avium 25291. Escalas: A: 2000 μm, B: 20 μm, C: 20 μm, D: 500 μm, E: 2000 μm, 
F: 200 μm, G: 20 μm, H: 500 μm, I: 2000 μm, J: 20 μm, L: 20 μm, M: 500 μm, N: 2000 μm, O: 20 μm, P: 20 μm, Q: 
2000 μm, R: 2000 μm, S: 20 μm, T: 20 μm, U: 500 μm. c: Cortex; m:medula, *:bacilos. 
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Anticorpo 
Secundário 
Não foram efetuadas modificações neste passo 
Lavagem 
1 lavagem de 5 
min 
3 lavagens de 5 
min 
3 lavagens de 5 
min 
DAPI e montagem Não foram efetuadas modificações neste passo 
Resultados 
Ausência de 
marcação ou 
marcação muito 
fraca, inclusive nos 
controlos positivos 
Presença de 
ligações 
inespecíficas e 
deposição de 
resíduos 
Marcação nos 
controlos 
positivos, assim 
como nas 
amostras, sem 
deposição de 
resíduos. 
 
4.5|Imunofluorescência revela um aumento de marcação de caspase 3 ativa 
nos timos de ratinhos infetados com a estirpe 25291 de Mycobacterium avium 
Realizou-se imunofluorescência para deteção de caspase-3 ativa nos cortes de 
timo provenientes de ratinhos infetados pelas duas estirpes de M. avium em estudo e 
também de ratinho não infetado. Como já referido anteriormente, a caspase 3 é 
considerada um elemento crucial no processo de apoptose e a sua presença quando 
clivada assume-se como indicadora da ocorrência deste processo62. Como controlo 
positivo foi utilizado timo de ratinhos previamente injetados com dexametasona, 
descrita na literatura como originadora de atrofia tímica via apoptose dos timócitos70. 
Recorreu-se também ao uso de um controlo isotípico, em que os tecidos são incubados 
com um anticorpo do mesmo isotipo do anticorpo primário nas mesmas concentrações 
e condições de coloração. Este controlo permite a identificação de ligações inespecíficas 
resultantes de reações entre os antigénios das células presentes no tecido e o anticorpo. 
Assim, por comparação das amostras em análise com este controlo é possível 
determinar a existência de ligações não específicas do anticorpo primário. O DAPI cora o 
núcleo das células, sendo visível a sua fluorescência no azul, enquanto que o anticorpo 
específico para caspase 3 ativa fluoresce no vermelho. Para identificação de 
autofluorescência realizou-se também fotografias no canal vazio (verde) e procedeu-se à 
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sobreposição das três cores, resultando a autofluorescência em coloração com 
aparência amarela-esverdeada. 
Como foi descrito anteriormente o timo é um órgão onde o processo de 
apoptose ocorre constantemente durante o mecanismo de seleção dos timócitos, pelo 
que será sempre detetável uma quantidade basal de caspase 3 ativa. Observando a 
figura 9-A, B e C identifica-se uma marcação fraca de caspase 3 no órgão, mais intensa 
na zona de maior celularidade, correspondente ao córtex.  
No timo de ratinhos infetados com M. avium 2447 verifica-se a presença de 
alguma autofluorescência (coloração esverdeada) e de marcação de caspase 3 
semelhante à do timo de ratinho não infetado (Fig.: 9-D). Novamente a marcação 
apresenta-se mais forte em zonas com maior densidade celular (Fig.: 9-E), a qual pode 
ser observada com maior pormenor na figura 9-F.  
Ao analisar os timos de ratinhos infetados pela estirpe mais virulenta de M. 
avium aos 30 dias após infeção verifica-se, para além da marcação basal encontrada 
anteriormente, zonas mais extensamente marcadas (Fig.: 9-G). As imagens com maior 
ampliação revelam uma marcação mais intensa e ampla em redor de várias células, que 
por sua vez se encontram mais dispersas e em menor número comparativamente a 
outras áreas menos marcadas (Fig.: 9-H, I e J). Aos 60 dias de infeção a tendência 
permanece (Fig.: 9-K, L, M e N), denotando-se uma marcação vermelha mais intensa em 
toda a extensão do corte que a verificada na figura 9-A e B assim como uma maior 
autofluorescência. No tempo de infeção mais avançado (80 dias) observa-se a existência 
de numerosas zonas marcadas em grande extensão e de forma intensa (Fig.: 9-O e P). 
Apesar de existirem pontos amarelos de autofluorecência, a maior parte do órgão 
encontra-se marcada para caspase 3 ativa (a vermelho). A figura 9-Q e R mostra áreas de 
marcação de caspase 3 ativa com maior ampliação. 
Relativamente ao controlo positivo em que se utilizou timo de ratinho injetado 
com dexametasona, a marcação de caspase 3 ativa (Fig.: 9-S e T) apresenta-se 
semelhante à do timo de ratinho infetado com M. avium 25291 durante 60 dias (Fig.: 9-
K). No controlo isotípico (Fig.: 9-U e V), por sua vez, a única marcação encontrada revela-
se amarela-esverdeada e portanto indicadora de autofluorescência. No controlo 
negativo (Fig.: 9-W e X), a marcação é semelhante à do controlo isotípico.   
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4.6|Imunohistoquímica revela aumento de marcação de caspase 3 ativa nos 
timos de ratinhos infetados com a estirpe 25291 de Mycobacterium avium 
Uma vez que a marcação detetada pela técnica de imunofluorescência pode ser 
devida a autofluorescência procedeu-se à realização de imunohistoquímica de modo a 
detetar caspase 3 ativa nas mesmas amostras analisadas anteriormente. Esta técnica 
permite também a visualização dos bacilos nos timos em estudo.  
Como se pode observar na figura 10-A, não foi observado nenhum tipo de 
marcação no timo de ratinhos não infetados. Já nos cortes dos ratinhos infetados com a 
estirpe menos virulenta de M. avium durante 80 dias foi detetada apenas uma zona com 
marcação (Fig.: 10-C e D), não sendo encontrada mais nenhuma na restante extensão do 
corte (Fig.: 10-B). 
Relativamente ao timo dos ratinhos infetados com a estirpe 25291 é possível 
observar marcação em todos os tempos de infeção estudados. Aos 30 dias de infeção 
(Fig.: 10-E e F) verifica-se maior marcação de caspase-3 ativa na medula. Esta marcação 
revela-se em forma de pontos e manchas de reduzida dimensão (Fig.: 10-G e H). Aos 60 
dias de infeção observa-se marcação mais elevada e dispersa (Fig.: 10-I e J), no entanto, 
ao contrário do tempo de infeção anterior, localiza-se predominantemente no córtex. 
Embora se encontrem presentes aglomerados de bacilos em zonas de forte marcação 
(Fig.: 10-K), não se pode correlacionar os dois factos, uma vez que existem locais 
infetados pelas bactérias com muito pouca ou nenhuma marcação (Fig.: 10-L) assim 
como locais intensamente marcados com um escasso número de bacilos. No timo dos 
ratinhos infetados durante 80 dias com M. avium 25291 a marcação já não se apresenta 
de forma tão dispersa mas identificam-se zonas marcadas mais intensamente, 
geralmente próximas de bacilos (Fig.: 10-M e N). Em algumas células contendo muitas 
Figura 9 – Imunofluorescência revela marcação de caspase 3 ativa nos timos de ratinhos infetados com a 
estirpe 25291 de M. avium. A marcação vermelha representa caspase 3 ativa, a marcação azul os núcleos das 
células (DAPI) e pontos amarelo-esverdeados são resultado de autofluorescência. Timo de ratinhos não 
infetados em A (obj 10x), B (obj 20x) e C (obj 40x); infetados 80 dias com M. avium 2447 em D (obj 10x), E (obj 
20x) e F (obj 40x); infetados 30 dias com M. avium 25291 em G (obj 10x), H (obj 20x), I e J (obj 40x), 60 dias em 
K (obj 10x), L (obj 20x), M e N (obj 40x); e 80 dias em O (obj 10x), P (obj 20x), Q e R (obj 40x). Timo de ratinho 
injetado com dexametasona foi utilizado como controlo positivo – S (obj 10x) e T (obj 40x), controlo isotípico - 
U (obj 10x) e V (obj 40x) e controlo negativo - W (obj 10x) e X (obj 40x). Escalas: A, B, D, E, G, H, K, L, O, P, S, U, 
W: 200 μm, C, F, I, J, M, N, Q, R, T, V, X: 100 μm. obj: Objetiva. 
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bactérias é possível identificar marcação (Fig.: 10-P), no entanto esta é mais acentuada 
junto a células contendo um menor número de bacilos (Fig.: 10-O). 
Relativamente aos controlos, uma ligeira, dispersa e muito clara marcação é 
observada no controlo positivo (Fig.: 10-Q e R). Os controlos isotípicos por sua vez, não 
apresentam nenhum tipo de marcação em toda a extensão do corte, quer no timo de 
ratinho infetado com a estirpe mais virulenta durante 80 dias quer no timo de ratinho 
injetado com dexametasona (Fig.: 10-S e T). 
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4.7| Foi detetado um aumento de pró-caspase 3 mas não de caspase 3 ativa na 
infeção por M. avium 25291 através da técnica Western Blot   
A técnica de Western Blot permite detetar proteínas presentes em amostras, 
avaliar a quantidade existente e comparar níveis entre diversos grupos. Esta técnica foi 
utilizada para estudar a caspase 3 ativa no timo ao longo do tempo de infeção com M. 
avium 25291. Como controlo positivo recorreu-se ao timo de um ratinho injetado com 
dexametasona a uma concentração anteriormente descrita como originadora de 
aumento de caspase 3 ativa nos timócitos25. Como controlo negativo utilizou-se o timo 
de um ratinho não tratado (não dexametasona). Um segundo controlo positivo em que 
Q R 
S T 
Figura 10 – Imunohistoquímica revela marcação de caspase 3 ativa no timo de ratinhos infetados com a 
estirpe 25291 de M. avium. A marcação acastanhada representa caspase 3 ativa, a marcação azul os núcleos 
das células e a marcação cor-de-rosa são bacilos corados por ZN. Timo de ratinhos não infetados em A (obj 
20x); infetados 80 dias com M. avium 2447 em B e C (obj 20x), D (obj 100x); infetados 30 dias com M. avium 
25291 em E e F (obj 20x), G e H (obj 60x), 60 dias em I e J (obj 20x), K e L (obj 60x), e 80 dias em M e N (obj 
20x), O e P (obj 60x). Timo de ratinho injetado com dexametasona foi utilizado como controlo positivo – Q 
(obj 20x) e R (obj 60x) e controlo isotípico - S (obj 20x). Foi realizado um segundo controlo isotípico em timo 
de ratinho infetado 80 dias com M. avium 25291 – T (obj 20x). Escala imagens: 20 μm. obj: Objetiva.  
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já tinha sido confirmada a presença de Caspase 3 ativa foi utilizado no teste para 
deteção dessa proteína. É importante sublinhar que este segundo controlo positivo não 
se trata de proteínas extraídas de timo. 
 Como é possível observar na figura 11-A, apenas no segundo controlo positivo 
(B+) se obteve uma banda clara no peso molecular correspondente à proteína caspase 3 
ativa (17 kDa), o que confirma o funcionamento do anticorpo primário. As restantes 
amostras apresentam apenas a banda referente à pro-caspase 3 (35 kDa). A figura 11-B 
mostra o resultado obtido após deixar a membrana durante mais tempo de exposição 
ao revelador e observa-se que apenas a banda correspondente à caspase 3 ativa do 
segundo controlo positivo intensificou mas não ocorreu revelação de mais nenhuma 
banda, inclusive do controlo positivo de dexametasona. O teste de Western Blot não 
identificou a presença de caspase 3 ativa nos timos de ratinhos infetados com a estirpe 
25291 de M. avium. 
Analisando o gráfico (Fig.: 11-C), que mostra a intensidade das bandas de pró-
caspase 3, verifica-se que no timo de ratinhos infetados com M. avium 25291 a 
quantidade de pró-caspase 3 aumenta ao longo do tempo de infeção comparativamente 
com a presente no timo de ratinhos não infetados. A partir dos 50 dias de infeção o 
aumento de pró-caspase 3 presente no timo é bastante assinalável, apresentando níveis 
ainda mais elevados no timo de ratinhos com 60 dias de infeção.  
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Figura 11 – Não foi possível observar caspase 3 ativa no timo de ratinhos infetados com a estirpe mais virulenta de 
M. avium. A Figura mostra a quantidade de proteína de Pró-Caspase 3 e caspase 3 ativa presente no timo de 
ratinhos não infetados, infetados durante 30, 50 e 60 dias com M. avium 25291 e ainda no controlo positivo 
(ratinho injetado com dexametasona), negativo (ratinho não tratado) e um segundo controlo positivo de caspase 3 
ativa (B
+
). A deteção de Pró-caspase 3 e caspase 3 ativa encontra-se no painel A, e em B apresenta-se as bandas de 
caspase 3 ativa após um tempo de exposição maior. Os valores de intensidade das bandas de Pró-caspase 3 foram 
agrupados de acordo com o tempo de infeção a que pertencem (C). 
*** 
p < 0,001 (diferenças estatisticamente 
significativas entre ratinhos infetados, 30 e 60 dpi, e ratinhos não infetados), análise pelo teste de ANOVA.  
 
4.8| O rácio Bax/Bcl-2 a nível de mRNA parece mantido ao longo do tempo de 
infeção pela estirpe 25291 de Mycobacterium avium  
A técnica de RT-PCR foi utilizada com o objetivo de averiguar a expressão génica 
de duas moléculas intervenientes no processo de apoptose, Bax e Bcl-2. Uma vez que 
compreendem funções opostas, dado que a Bcl-2 é anti-apoptótica e a Bax apoptótica64, 
comparou-se a expressão dos genes das duas moléculas, de modo a avaliar possíveis 
alterações do balanço entre elas durante a infeção. Este estudo foi efetuado em timo de 
ratinhos machos e fêmeas não infetados e com diferentes tempos de infeção com a 
estirpe M. avium 25291.  
 A figura 12-A mostra o rácio Bax/Bcl-2 nos timos de ratinhos machos, sendo 
possível verificar que no caso dos ratinhos infetados este rácio parece constante ao 
longo do tempo de infeção.  
*** 
*** 
C 
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 A figura 12-B representa a mesma avaliação, neste caso em ratinhos fêmeas, 
obtendo-se resultados semelhantes aos dos machos.   
Assim, estes resultados indicam que a infeção de ratinhos com estirpe mais 
virulenta de M. avium não provoca alterações no rácio Bax/Bcl-2 a nível de mRNA no 
timo.  
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Figura 12 – Não foram detetadas alterações no rácio Bax/Bcl-2 a nível de mRNA ao longo do tempo de infeção pela 
estirpe 25291 de M. avium. Razão da expressão génica de Bax/Bcl-2 no timo de ratinhos machos - A e fêmeas - B, 
não infetados e infetados após 30, 50 e 60 dias com a estirpe mais virulenta de M. avium. 
B 
A 
 45 
 
4.9| O rácio Bax/Bcl-2 a nível de proteína parece mantido ao longo do tempo 
de infeção pela estirpe 25291 de Mycobacterium avium 
A figura 13-A e C apresentam as bandas obtidas por Western Blot para 
quantificação da proteína Bax e Bcl-2 respetivamente e a figura 13-B e E as bandas de 
tubulina, proteína housekeeping utilizada para eliminar possíveis erros na quantidade 
total de proteína ocorridos durante a realização da técnica. Uma vez que ocorreu um 
erro na transferência das proteínas durante o teste para deteção de Bax e não foi 
possível identificar a banda de algumas amostras na membrana para deteção de Bcl-2, 
estes testes devem ser repetidos para confirmar os resultados obtidos. Foram efetuadas 
otimizações destes protocolos e para análise do rácio Bax/Bcl-2 utilizou-se os valores 
obtidos nos últimos testes efetuados. 
O gráfico da figura 13-H retrata o rácio das proteínas Bax/Bcl-2 no timo de 
ratinhos não infetados e infetados durante diferentes períodos de tempo com a estirpe 
25291 de M. avium. Analisando este gráfico pode-se concluir que não ocorre um 
aumento significativo no rácio Bax/Bcl-2 de ratinhos infetados comparativamente de 
ratinhos não infetados. Além disso, com o aumento do tempo de infeção pela estirpe 
mais virulenta da bactéria não são detetadas diferenças estatisticamente significativas 
no rácio Bax/Bcl-2 a nível de proteína. 
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Figura 13 – Não foram detetadas alterações no rácio Bax/Bcl-2 a nível de proteína tímica com o aumento do tempo 
de infeção por esta bactéria. A Figura mostra a quantidade de proteína de Bax e Bcl-2 presente no timo de ratinhos 
não infetados, infetados durante 30, 50 e 60 dias com M. avium 25291 e ainda no controlo positivo (ratinho 
injetado com dexametasona) e no controlo negativo (ratinho não tratado). Para estudar o rácio entre as proteínas 
Bax e Bcl-2 presentes no timo dos ratinhos estudados obteve-se as bandas de Bax (A) e Bcl-2 (C) assim como da 
proteína controlo Tubulina – B e D respetivamente. Em E os valores da razão Bax/Bcl-2 encontram-se agrupados de 
acordo com os respetivos tempos de infeção. 
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5. CONCLUSÕES E DISCUSSÃO DOS RESULTADOS   
Está descrito que diferentes agentes infeciosos (vírus, bactérias, parasitas e 
fungos) provocam involução prematura do timo e alterações na sua arquitetura, por 
vezes acompanhadas de uma depleção de linfócitos periféricos7,29,77. Esta atrofia 
prematura do timo ocorre após infeção pela estirpe mais virulenta de M. avium mas não 
após infeção com a estirpe de baixa virulência. Aos 60 dias após infeção com a estirpe 
25291 já são visíveis alterações histológicas na arquitetura do timo, com perda da 
delimitação entre as suas zonas caraterísticas, córtex e medula, e esta desestruturação 
agrava aos 80 dias após infeção. 
O aumento dos níveis de apoptose nos timócitos é um dos mecanismos mais 
frequentemente identificado como causador da atrofia após infeção com diferentes 
agentes infeciosos26,78. Por exemplo, em ratinhos infetados com P. berghei, o agente 
causador da malária, foram detetados elevados níveis de apoptose no timo durante 
atrofia profunda35. A mesma situação foi descrita em infeção por P. brasiliensis32, por T. 
cruzi33 e após administração de “cord factor” micobacteriano (trehalose 6,6’-dimycolate) 
em ratinhos79. Assim, neste estudo procurou-se averiguar se a atrofia tímica prematura 
induzida por uma estirpe de elevada virulência de M. avium é causada por um aumento 
de apoptose dos timócitos. 
A ativação da caspase 3 é um passo chave na apoptose, sendo por isso usada 
como marcador deste processo. Para deteção de caspase 3 ativa realizou-se 
imunofluorescência nos cortes histológicos de timo de ratinhos infetados com as duas 
estirpes de M. avium. As imagens obtidas revelam a presença desta proteína em timos 
de ratinhos infetados com a estirpe mais virulenta, sendo visível uma marcação mais 
intensa e extensa ao longo do tempo de infeção. Em contraste, os timos de ratinhos 
infetados com a estirpe menos virulenta apenas apresentam marcação semelhante à 
existente nos timos de ratinhos não infetados. Uma vez que o processo de apoptose é 
frequente no timo durante o mecanismo de seleção negativa dos timócitos, é normal a 
existência de marcação basal de caspase 3 ativa no timo de ratinhos não infetados. A 
marcação de caspase 3 ativa presente nos timos de ratinhos injetados com 
dexametasona (substância descrita na literatura como originadora de apoptose dos 
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timócitos71) é semelhante à encontrada nos timos de ratinhos infetados durante 60 dias 
com M. avium 25291, o que corrobora a teoria da ocorrência deste processo.  
Os resultados descritos a cima foram confirmados através de imunohistoquímica 
para deteção de caspase 3 ativa. Também nas imagens dos timos de ratinhos infetados 
com a estirpe mais virulenta é detetada a presença de caspase 3 ativa, o que não 
acontece nos controlos isotípicos. O índice de marcação é superior nos 60 e 80 dias após 
infeção comparativamente aos 30 dias de infeção, fortalecendo a teoria de um 
incremento da apoptose dos timócitos à medida que o tempo de infeção pela estirpe 
mais virulenta aumenta.  
O facto de aos 30 dias de infeção a bactéria ter sido encontrada 
predominantemente no córtex e aos 60 dias de infeção na medula e zona cortico-
medular, e a marcação apresentar-se maioritariamente na medula e córtex 
respetivamente, parece indicar que a apoptose dos timócitos não está diretamente 
relacionada com os locais onde se verifica um predomínio da bactéria. Esta ideia é 
consolidada pelas imagens dos timos de ratinhos com 80 dias de infeção, onde se pode 
observar que a marcação de caspase 3 ativa não se encontra próxima dos aglomerados 
de bacilos presentes no órgão, mas sim em zonas menos infetadas. Já nos timos dos 
ratinhos infetados 80 dias com M. avium 2447 é detetada uma marcação muito fraca 
apenas numa pequena área do órgão, revelando que não existe um aumento da 
apoptose dos timócitos comparativamente a ratinhos não infetados.  
As técnicas imunofluorescência e imunohistoquímica revelaram um progressivo 
aumento dos níveis de caspase 3 ativa ao longo do tempo de infeção com M. avium 
25291. Estes resultados obtidos nestas técnicas qualitativas indiciam a ocorrência de um 
aumento de apoptose dos timócitos na infeção pela estirpe mais virulenta. 
A técnica de Western Blot não revelou a presença de caspase 3 ativa no timo de 
ratinhos infetados com a estirpe 25291 de M. avium, indiciando a não ocorrência de 
apoptose de timócitos. Contudo, o facto de o teste não detetar a presença de caspase 3 
ativa em timo de ratinhos injetados com dexametasona (nas condições descritas na 
literatura como originadoras de aumento de atividade desta proteina25) pode suscitar a 
dúvida de uma menor sensibilidade do anticorpo primário em proteína do timo. Apesar 
de o anticorpo marcar caspase 3 ativa no segundo controlo positivo, a proteína 
analisada não provinha de tecido tímico como anteriormente mencionado. Também é 
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possível que a quantidade de caspase 3 ativa existente na amostra de timo utilizada seja 
escassa e não seja possível a sua deteção, apesar de se ter utilizado 100 μg de proteína 
total por cada amostra. 
É interessante observar que a quantidade de pró-caspase 3 aumenta no timo ao 
longo da infeção com M. avium 25291 comparativamente ao timo de ratinhos não 
infetados. Este resultado pode sugerir que à medida que a infeção adquire contornos 
mais graves, é sintetizada uma maior quantidade de pró-caspase 3. 
Outro indicador da ocorrência do processo de apoptose é a quantidade de 
proteínas da família Bcl-2, pró e anti-apoptóticas. A Bax é uma proteína cuja expressão 
aumenta durante o processo de apoptose, enquanto que a Bcl-2 se encontra presente 
normalmente nas células e o seu índice diminui durante o processo de apoptose. O 
estudo da expressão génica destas duas moléculas sugere que o rácio Bax/Bcl-2 se 
mantém semelhante, nos timos de ratinhos infetados com M. avium 25291 
comparativamente aos timos de ratinhos não infetados. Ao longo do tempo de infeção 
também não são observadas diferenças neste rácio. Estes resultados foram confirmados 
na análise do rácio Bax/Bcl-2 a nível de proteína. No entanto, para maior segurança dos 
resultados obtidos os Western Blot para deteção de Bax e Bcl-2 devem ser repetidos. 
Assim, como não são verificadas alterações no rácio Bax/Bcl-2 entre timo de 
ratinhos não infetados e timo de ratinhos infetados com a estirpe 25291 de M. avium, 
conclui-se que não ocorre aumento de apoptose dos timócitos pela via intrínseca do 
processo durante infeção por M. avium 25291. 
O aumento do nível de glucocorticoides é apontado como o mecanismo mais 
frequente originador do aumento de apoptose dos timócitos durante infeções26,7,39. Na 
realidade, todos os linfócitos expressam recetores de glucocorticoides e os timócitos 
imaturos de humanos e murinos são sensíveis à apoptose induzida por 
glucocorticoides29,33. Por exemplo, sabe-se que na infeção por T. cruzi a depleção de 
timócitos é consequência de um aumento de apoptose causado pelo aumento dos níveis 
de glucocorticoides33. De facto o nosso grupo observou um ligeiro aumento dos níveis 
de corticosterona no soro de ratinhos infetados com a estirpe 25291 de M. avium31. 
Foi publicado recentemente pelo nosso grupo que o mecanismo responsável pela 
atrofia tímica prematura após infeção com M. avium 25291 consiste na sinergia entre o 
aumento de glucocorticoides no soro com a produção da sintetase indutível de óxido 
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nítrico por macrófagos ativados por IFN-γ31. Está descrito que o IFN-γ tem um papel na 
indução de apoptose dos timócitos após inoculação de ratinhos com lipopolissacarídeo 
(LPS) bacteriano, substância esta que também induz atrofia tímica prematura38. Além 
disso, foi demonstrado através de um sistema experimental in vitro que a apoptose de 
timócitos resulta da sinergia entre óxido nítrico e corticosterona, o que vai de acordo 
com os nossos resultados de aumento de caspase 3 ativa vista por imunofluorescência e 
imunohistoquímica80. 
Os resultados deste estudo apresentam diferentes conclusões entre as técnicas 
utilizadas para análise de caspase 3 ativa. A imunofluorescência e imunohistoquímica 
revelam um aumento claro de caspase 3 ativa nos timos de ratinhos infetados com a 
estirpe 25291 de M. avium. Através da técnica de Western Blot não foi possível detetar a 
presença de caspase 3 ativa nas mesmas amostras, no entanto no controlo positivo 
utilizado nas condições descritas na literatura como originadoras de apoptose dos 
timócitos também não foi detetada a presença desta proteína. O estudo do rácio 
Bax/Bcl-2 nos timos de ratinhos infetados por técnicas quantitativas sugere que não há 
aumento de apoptose dos timócitos pela via mitocondrial. Assim, para concluir de forma 
definitiva sobre a ocorrência ou não de um aumento da apoptose dos timócitos 
causador de atrofia tímica induzida por M. avium 25291 é necessário otimizar a técnica 
de western blot para deteção de caspase 3 ativa presente durante a infeção. 
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